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Chapter 8 
Summary and discussion/ 
Bum~msry and di8cusgitwn 
'T'fre gastrointestinal tract forms an eraorrnous surface coaslinuoiusly exposed to high 
concc~ltralions of bacteria and their toxic metabolites. Under parholloigic conditions, 
s~lclt as hernon!.ragic: shock, severe bums, major trauma or complex surgical 
procedures, the intestinal barrier furretion fails, which is thought to cause trarrslocatlon 
of bacteria and loxil?s that induce and perpetuate sepsis ( I ,  2). Altlrough the intestinal 
barrier does not withstand these extreme conditions. under healthy or less extreme 
corrditions tlrc iulkesllnzal mucasa limits translocatton of cnleric bacteria an3 roxinrs and 
is capable of coping with small amtrunts of bacterial taxin that enter the host. For this 
fu~rction it has atz extensive dekr~se  system at its dusposal comprising of a rnechanzical 
barrlier, a cellular and an immunological component. 
Whereas, wights  in tlie fii~~ctionhng and failure of the intestinal barrier are increasing, 
milch of tlic colnplex nreclhanisms underlying this extensive natural line of defense 
have yet to be unravelled. New knowledge may f o m  a guide in the developrrrent of 
treatment strategies intended do prevent gut derived bacterial in~fectiorr and its 
derriineollal effects. The ainr of" tlris thesis was rloa further explore tlrlc natural inltestlnal 
defense against bacterial toxins and rind coudirions to opti~nise this defense. 
Inli the sysienuic response to backrial faxins, LPS bindung protein (LBP), an acute 
phase j~rotem, has an important ~nodulatilzg dual role. Cell activation by en.tdoitoxin is 
cr~hauzced by low con~centratiolzs of LBP, whereas high concentrations reduce the 
toxicity (3). 111 addition LDF enhances the de~nxification 01 bacterial toxin by 
lipoproteins (3). The results of studies ol' Jack el al, which demonstrare elrhanced 
mortality and uncontrolled multiplication and sprcad of bacteria in LBP k~~ockout  
mice, indicate that LBP is essential Ibr the resistance to bacteria (1). The liver was 
long thouglzt to be [he main organ responsible for I,RP groduclion. Hypothetically, 
local LBP secretion at a site of bacterial invasiol;~ would provide a direct local response 
to bacteria and their toxins. Since the gastro~rrtestinlal tract is considered to be a route 
of entry for bacteria and lortins, we studied whellzer LBP is prod~nced in the intestinal 
epithelium (Chapter 2). Htrlman i~~tesliwal epatlrelial cells were demonstrated to 
sylathcsize and release I,BP. In this study we also investigated the production of seriun 
an?: lold il (SAA) lry inlcstinal epilhelial cells. Plltl.lortgh the primary iilnctio~l oESRA 
inr t l ~c  acirtc phase rcsponsc is not fully itnderstood, SAX was previously derrrernstralcd 
tcr bc involved i n  [lze rc~ulisiig and binding of lipoprotein~s to inflarnll1ato1-y cells ( 5 ) .  'l'lil: 
sccaelicrni o r  1,BP and SAA by irrtesri~a;~l epithelial cells was demonstrated to be 
stlungly enlla~zced 'Pay 111c pronnfla~i'i~~ialc,r~ ytokincs, TN F-cr, 'SL-6 and IL- I P. 
Glucocorricoluls were found lo enhance the cytoki~ne med~ared induction of LBP and 
SAA releasc bj the epithelial cells. Endotoxins wcre shown not to induce Ihe release 
of I,BP and SAA by ieltestinal epithelial cells, indicating that cytolci~~e r lease in the 
~~rnmn-iity of the epithelial cells necessary for tlze inductiotr of LBP and SAA release 
Ipy these cells. '1-he capability of ititesiliclal epitllelisl cells lo release E,BP and SAA 
s~lggests n role fbr the intestinal epltheliu~zl in tlic acute pl~ase response and ira the local 
dci'etisc ol*tlie gut sgailist bactesra and endotox~n. 
Next, we cxp/orcct the pol:irirl)i of LRP secretion by intestinal epithelial cells (Chapter 
3). Conrtiluti'c~ely, LI3P was floltttzd to be secreted unipolar froan the apical cell surface. 
Tl~ns apical secrcsion of LlBP was ~maskeclly en~lranced whet1 cells were exposed to 
proitlflammntory cyrokirles a t  their apical surfi'ace. I-iowever, bioactiue LBP was 
secreted from both cell surfaces after basolateral sri~xxtrlation of cells. Cyeoliines also 
enhanced the secretio~rr of SAA fronn bat11 ssr~~-Faces of Caco-2 cells, whereas the 
secretion of apoA-1 and apoB was strongly decreased ~ I I  are presence of' cylxskines. 
Further, it was dcrrmonskated That 1,BP was ~raizspo~ted cxclz~sively froan the 1,asulateral 
towards the apical cell swface. In line with lbese inr viiPJx9 data, the presence of I,BP it3 
intestinal mucus was strongly enhanced in mice after an i~itraperl.Eal~eally challaige 
with endotoxin. 71ne results indicate that LBP is present at the ru~ucosal szirfi~ce of the 
intestine, a pheixome~ion r o ~  which secretion and transpod of LI3P by intestinal 
epithcllal cells azray be responsible. 1x1 addition, 1,BP is secreted towards the basolulcral 
surface of the iirtestinal epitl~eliurn during a11 acute phase response. 
Several lilies of evidence indicate that LBP and serum lipoproleitls cooperate in 
reducing the toxic properties of bacterial toxins. Others found evide~rca for a811 
association of LBP with apoA-1 containing lipopratel~rs iix pkasma fr~i111 healtlay persolas 
(6). This physical association of LWP with lipcrproteit~s may be isnportalal i ~ r  rlne
cooperation of LBP and lipoproteins in the detoxification of baclerial toxins. However, 
Ihe strolxg sedt~ction of apoA-I and HDL levcls (7, 8) which coincides with tile raise in 
LBP levels during endotaxetnia seems in contrast with this cooperative fii~~ciiarn. It is 
firmly established that LDL a i d  VLDL arc critical in the survival of bacterial infection 
(9) and that circtalnting levels of these lipoproteirms are relalively high during 
inflammation compared to HDL levels. Therefore, we studied interactions of LBF will] 
LDC, and VLDL (Chapter 4). By separation OF Ilpoprotei~~ classes under tlne 111ild 
conditions of agsose electrophoresis followed by Western blot alralysis of LBP end 
apuproteins, we clearly demonstrate tirat LBP in serllm is associated with apoB 
containing lipoproteins. In contrast, no associatioli of LBP with HDL or apo4-I was 
fou~ld in serum. Consistently, we observed that LPS iilc~ubatecl with serum co-migrates 
wit11 LBP and apoB, indicating that both LBP and, if present, LPS circulnte 
plredomi~aantly associated with LDL and VLDI,. Qualsltitative st.udies on LBP- 
Lipoprotei~z iriteraction further detnonstrfrated a strong interaction of LDP with isolated 
LDL and VLDL. Most interestingly, we observed Ihnt LBP bound lo LDL and VLDL 
enhances the EPS binding capacity of these lipoproteins, 
LBP induced binding of LPS Lo lipoproteins is a i  utmost iimporlance dliring infcclicrn. 
TIierefore, the as so cia ti or^ of LBP and LPS with lipoprotcia~s was also st~ldied i l l  scrcu~n 
t%om septic patients. 117 seplic serunr colifai~iing high I,RP levels and a markedly alre~~ed 
Iipopm"3x"i nspecb-urn, most of the LBP is associated with ,DL and VI,DI,, although 
solme 6,BP appeared to circulate Gee from lipoproteins. 111 line wiX31 tlacse finclings, we 
crbsel-wed that also LFS predonlr~iantly binds to LDIj slid lildD3, in serum frola7 scpllc 
palienls. 
ApoB was hund to account at least in part for the t,Bl.J biizding capacity oE' LDL, and 
VtUL.  Although apoil-I also iizderacts with LBP, tlie afli~rily of LUI3 fa r  apoB was. 
round lo be telrfloldl higher than for apoA-I, which is in  accordal~ce with the 
predominant associatio~? of LlRF wilh LBJL and VLDL In human serum. 
Qur results imply that I,BP cisclulates as a complex with S,UL and VLUII,. ApoW 
fbnctlons as a binding site for LBP ara LDL and VLDL, which ~slteractucat~ cnhances the 
rate of LPS binding. Overall these results emphasize a crucial rolc for LBI~I,DC/WLllI, 
complexes in the scaver~g~rtg of endotoxin present in the clrculatiaru. 
Our observations that EBY ia secreted by intestinal! epithelial cells, together with our 
finding that circulating LBP is associated with apaB containing lipoproteins thereby 
cnhanci~nyl its LPS binding capacity, prompted us tor study whether LRP also 
cooperates with the apoB containing intestine derived chylomicrons in LPS binding 
anel inaerivalhon. il=hylmicrons have previowsly been sslrown to prevent endotoxin- 
induced i~~flammation a d to improve survival1 when given in a murine mdortaxernia 
rnodel ( I  0, 1 I ) .  LBP was demonstrated to associate with cbylomicrons and to emhiance 
the amount of L,PS binding to chylomicrons in a dose dependent fashion (Chapter 5). 
This LBP induced interaction of LPS with chylomicrrons prevented endotoxin activity 
ills demonstrated by reduced cyloki~re secretion by PBMC. 1When postprandial 
circulating concentrations of chylomicrons were compared with circulating levels of 
LDL, VLDL, and WDL, chylornicrons exceeded the other lipoproteins in LPS 
inactivating capacity, F~~rthermore, in presence ofLB;P chyPomicrans inhibited also the 
ability of LTA, a fkagment of gram-positive bacteria, to stimulate cytokine secretion 
by PBMC. 
Recently it was dennonstrated that the inltestinal epithelium takes up circulating 
endotoxin followed by secretion of errdotoxin into the intestinal lumein (12). These 
data st~ggesl that intestinal epithelial cehls contribute to the clearance of endolaxin. We 
asked whether the binding of LPS to LBP-chylornicron compZexes at tlx basolateral 
site of the intestinal epithelium influences the clearance of LPS by enterocfles. The 
lransporl of LPS from tl-ue basolateral towards the apical surface of Caco-2 cells was 
foua~d to be markedly enhanced by basolateral presence of chylomicrons and hrther 
auglanenleld by presence of bath chylomicrons and LBP (Figuse 5, Chapter 1). T'llese 
data ilnply .that besides a function for LBP-chylomicron complexes in the 
detoxification of LPS, these complexes also contribute to the clearance of LPS by the 
intestil~al epitlaelium. 
In conclusion, our results indicate that LBP binds to chylomicrons and enables 
chylomicrons to rapidly bind high a~nounts of bacterial toxin, thereby preventing cell 
activation and irrcreasing the clearance o f  toxin. We consider systemic clearance of 
bacterial toxin and i~aactivntion of bacterial toxins by LBP-chylomicron co~nplexes in 
tlze circulalion of significance. In addition, we hypothesize that this is also part of a 
loc:ib defen~se niechanism of the intestine against translocated bacterial loxirus, since 
I,BP R I I ~  chylornicrorrs are both synthesized by enterocytcs, This may implicate that 
entleral feeding is a possible physiologic route to eulhance the presence of toxin 
neutralizing and clearing chylonnicra~rs in the circulation and probably more imponam~t, 
in dae intestinal subnvucosa and lymphatics. 
A high kt, diet is known to increasl: chylomicron secretion in an early postprandial 
p1.1ase as well as hepatic secretion of VLDI, in a later phase. Hypothetically 
postprandial enhnncelnent of these lipoproteins increases the host's capacity ta 
irraclivalc bacterial toxin either locally in the intestine or in the  circulation^. This 
ir~aclivaaion \w i l l  prevent the secrerion of irnflammatory ~nediators and damage to the 
irutestinal harrier caused by these nzediators or toxin tl~eanselves. To evaluate this 
hypothesis the eflect of a high-fat cuteral nutrition on endotoxemia and bacterial 
lranslocation was studied in a rat model of non-lethal Inemanhagic shock (Chapter 6). 
Most interestingly, Uie enhanced concentrations of circulating triacylglycerol and 
spolipoprolein B were accompanied by reduced levels of circulating endotoxin and 
bacterial tran~sllocatio~. The data described we the first to slvow that a simple and 
relatively shaat n~ulbitional internelltion just before and d~rectly aher haemorrlaagr with 
a high-fat diet results in improved gut barrier function. 
In search for conditions to further enhal~ce irilesti~lal lipoproteir~ secretion during the 
acute phase response, we studied the effect of pl~osphatidylcholine (PC) ion 
apoeslipoprotein secretion by enterocytes under n o ~ ~ ~ i a l  and intla~nmntary colllditions 
(Chapter 71, since PC is thought to be essential in intestinal lipoproitleinz assembly and 
secretion (; 13, 14, IS). The data show that apical presence of lysta-pI~osphatidy~ch~~]Ii~~e 
(L-PC) enhances apolipoprotein secretion by enterocytes in vitro. Accordingly, errtiera1 
instillation of PC In healthy rats significantly e~hanced circu8ating apoU levels. PC in 
colnbination with other nutritionall compounds had an additio~ral effeot an die 
upregulation of intestinal apolipoprotei~~ synlhesis in iiil~o. Most i~rteresiingly, PC3 
administered to enteracytes under acute phase conditions abrogated the cytokirue- 
induced reduction of apolipoprotein secrehio~~ and even enha~leed the sccretioii of 
apallipoproteins to the same levels as under 11on-acute phase conditions. The data of 
this study implies that enteral supplcrnentalion of PC enhances intestilaal lipoprotein 
secretion during infection. Administration of PC may in particular be eflkctive since 
the presence of dietary md bilriahy PC is slrongly reduced in the inteslinal lu~mesl of' 
critically ill1 patien~ts (16). We speculate that PC induced secretion of lipoproteins by 
enterocytes may promote detoxification of bacterial toxins an tlre site of translocation 
and may prevent the local damage and syslternic pathology iauluced by these toxirms. 
Genierful discussion 
In this thesis, the secretior~ of LBP by intestinal epithelial cells in vitre and in animal 
studies is described. This secretlion is markedly enhanced under acute phase 
conditions. LBP can be secreted towards both, the apical and the 'LaasalateraPI s~rrface 
of nhe intestinal epithelium. Inflarnmato~y processes are known to rake place at both 
sites of the intestinal mucosa. Several functions aC LBP have been described, which 
can be applicable to processes taking place at the apical surface of mor~nal and 
diseased epithelium. The secreled LBP may regulate llae function of other cells in the 
local micro-environment. In addition, evidence for a role Ebr LBP i n  the sequ~eslrslion 
of Granl-negative bacteria was supported by a recent sludy, which demonstrated 137s~. 
intrageritoneal adrninistralioar of bacteria is toleraked by wild type n~icc, wlrereas it 
results in an uncontrolled multiplicalion~ and spread of bacteria in LBP knockout mice 
(4). Moreover, o.p irijection of LBP can reduce mortality mediated by e~adotoxin and 
bacteria in mice (33. In view of these functions apical secreted LBP may contribuke to 
the intestlnal barrier against bacteria and their toxin by increasing tile ability of~ra~tcirs 
to prevent bacterial translocatiori, 
Basolaterally secreted LBP may contribule to tile handlii?g of endalaxitrs rhat have 
penetrated into the subepithelium during conditions in which a disturbed inucosal 
integrity results in enhanced permeability. First af all, this handling possibly concerns 
clearance of bacterial toxins from the subrnucosa. LBP was demollstrated to enhance 
the tsarisport of LI% from the basolderal towards the apical suri'ace it1 the presence of 
chylornicrons. Although further studies are necessary la invesligate this phenomenon, 
we hypathesizc that co-transport of LPS associated wit11 LBP-chylomicron comploxcs 
YUIPJIY,~~~II-, 3rd d ~ r ~ u c ~ ~ ~ ~ r  ---A- 
across the lntcstinal epithelium may provide a mechanism of LPS clearance via che 
t";LUt. 
111 addition LRP produced by the intestine may contribute to the neutralization of 
endotoxin by lipoproteins. Intestinal LBP may cooperate with circulating lipoproteins, 
in particular LIIL aiid WLDL, in the detoxification of bacterial toxin. Most 
interestingly however we dernot~strared that L,BP also associates with chylomicrons i1-I 
vilro thereby enhancing the capacity of chylornicrons to inactivate bacterial toxin. In 
the light ofthis function ir is plausible that intestilral LBP interacts with cbylomicrons, 
which mav nrovide a local ~~echanis rn  for detoxification of bacterial toxin. e 8 
Alahuugh we hypothesize that the local productiora of LBP in  he intestine might be 
park of rl~e natural defense of the intestine against damage induced by bacterial toxin, 
we cannot exclude that LBP secreted iby the Intestinal epithelium can also sensitize 
t11~ intestiaial epithelium for bacterial toxin. NII particular, under inflammatory 
conditiar~s, in which the receptors for bac~enal toxin expressed on the itlrtestialal 
epithelium, i.e. TLRs and CD84, are iircreasad (17, 183, and the secretion of inlestillal 
lipoproteins is decreased, the presence of LBF may as well cmlitpance cell activation by 
bacterial toxins andl contribute to the damaging effects of an excessive pro- 
i~~flamniialory response. Further studies, for instance in LBP-knock out mice or by 
instillation of LBP blocking antihadies into the intestinal itmm-i, are needed to define 
tile lijt~ction of LDP in the intestine. In  addition, LBP production and secretion by tlae 
healthy and i~iflarned I-rurnan gut still has to be substantiated. 
011-1 the basis of oLrr findings we speculate that L,BP-lipoprotein compllexes may be 
csse11ti:rl ila the detoxificatioir and clearance of bacterial toxin that crossed the 
intestinal barrier in an early stage. Harris et al found that preincubation of LFS wi~i.1 
postpw~~dial blood was required for attemlmatioa of the immune rcsponse by the 
endogenous lipoproteins secreted in response to feeding ( I  9). We speculate llaat the 
elidogenous lipoproteins secreted by tlae ir~testine have the oppartu~~ity o interact and 
neutralize bacterial toxins ill tlie intestirral submucosa and lymphatics, hence before 
active loxirrs rcach the blood stream. Preservation of the structure and S~ancriorr of the 
irrtcstiraal nnucosa is essential for execution of this defense mechanism. Under 
conditions dc~ring which bacterial translocation may occur however, one of the most 
itnportant factors trecessaly to rnnbnlain rnucasal integrity and chylornicran 
productio~a, namcly elatera1 nutrition, is ol'rcn lacking. In additiori, as n result oT fasting 
or TI", rnucosal Inass decreases leaving .Fewer cclls Kor LBP ail$ cliylamicron 
secrcliou. Itli this thesis, lriglv fat cnteral rrutrition was demo~~slrated to reduce 
eo?doiloxe~i~ia and b:dctcriaI translocation undcr these kimf oi'circu~nstances. Moreover, 
we foi111d eviiderlcc tl-ral e~lterirl adrni~~llstrntio~~ of PC may be effective in enhancing 
inresrin:~l Uipoprolcin secretrun ~111der i~zflammatory conditions. 
'Thc secrelio1-1 of LUP by the intestine and its coerperatiorr with chylornicro~~s in 
inaclivaling bacterial foxin, as described in this thesis, illlaminates a possible t~atuaal 
defense rnectaanism ofthe host. The results may give implications for new therapeutic 
strategies i n  Ilre prevention of sepsis in for instance patients undergoing con~plex 
surgical procedures. Since the results clearly u~aderlinc the irnporta~ice of enteral 
fecding lo ~i~ain~tain the ~sroposed defense system, a new light is shed on the 'nil by 
rnoutla' therapy in patietzts u~~dergoing extensive storgery, in critically ill neonates, and 
in tEre actire phase ol' for instance n~enitigococcal sepsis. 
Samenvattimg en discussie 
Met oppeml& van hek maagdailika2aal wasdt continu blootgeste1J atai1 ,grc.~te 
hoeveelheden bacteriEir en de glfstoffern die zij prodlzcerei~, toxiiteti gcrroerzrd. 
Patlioloiglsetle omstandigheden z(~als een luem~~orrliaglsche sliock, ernstige 
bra~~dwoilden, ernstig trauma of complexe cluirurgisclie iingreperu, uiersioren dl: 
i~ttegriieit vaui de dartnbasri&e, lretgeerr verondersteld ulordt tl-ai~slaaatie vair 23inctlijriE11 
en toxiizen te induceren en d a r n e e  sepsis in gang te zetteil en iri stand Ir luoiidrri ( I ,  
2). Hoewel de darinbarrière iiiet bestalid is ieger deze exilretiie omstat~diglrzclen, 
beperkt de darm onder gezonde enr tninder exweme pathologische oii~standigheden het 
binnendringen van bacteriën en Loxineii in het lichaam, en is tevens in staal klelire 
lroeveelhledeii gctral~slloceerde bacteriën te doden, de toxiiletz te iuactivererr cri te klaren 
waardoor een schadelijke onlstekingsreacrie vioorkornen wordt. Hiertoe beschikt dc 
darm over een uitgebreid aiweersysteem, bestaande uit een inecheiiische barrikre, een 
cellulaire 1-31 een huinarale ahee r .  
Hoewel de inzichten in het tiitnctbonerenr e11 falen van de darinbarrii-re toenctliieti, cijil 
veel van de ingewikkelde rneclrariist~ren die ten grondslag liggen aan dit i~ltgelirreide 
aheersysteem nog oiibegrepen. Nieuwe iii~icl~lcn ia1 de nat~iur1i.jk.c afweer vaii de 
darm tegen bacteriëia, en taxiz-ieia kunnen eeia belangri.jke basis voimcn voor de 
oraiwikkeliiig van beliai~deli~igsslrategieCn die tof doei U~ebbei~ iarlecties, geïi~iticxrrd 
valiuit de dartm, te voorkoinen en de schadelijkc elkcteit ervan te beperkleir. l-let doel 
van het onderzoek beschreven in dil proefsclirift was het niat~iurlijke afklecrsycleern 
van de d a m  tegen bacteriële toxìiien verdes te or~derzoekeii en aangrij~pi~rgspunll"n le 
vinden voor ir~tervenlies die de verdedlgingsnrecha11isine~i vaIr de darin tegciu 
bacterikile toxinen optirnallsereia. 
In de systemische reactie van het lichaam op bacteriClie toxinen speelt hel acute ïase 
eiwit CP5 bindend eiwit (LBP), eeii essentigle rol. De aciivatie \ral cellei1 van het 
immuuizsysteern door bacteriEle toxiiien azcemt sterk toe in aanwezigheid van een Iage 
coracentratie LBP, item~i.jl een hoge coiicentratie LBP deze celaclivalie relilil (3) .  
Bovendien katalyseert LRP de binding van bacteriële toxiizei~ aaiia lipoprolehie~i, 
waardoor roxiizeiu niet meer in staat zijn celleii te arliverein (3). De resultaten van een 
studie van Jack e.a. tonen aair dat de mortaliteil ten gevolgc van ecn bacteriële inScciic 
in &HP kiaack-out inwizet-i sterk is loegeniameir icti upzichte van wilcl typc i~~iniaoii. l i l
LBP knock-ouz. muizen vond een oirgccorztrolcerrie vem-iei-iig\iuIdigu~~ en verspreidiiig 
van bacterizn plaats (4). Deze studie impl-lceerl dal aanwezigheid van l.,UI' essenlicel 
is isi de verdediging van hel Iichaarn tegen bacterien. 
Lang is verondersteld dat circulerend LniP aíkomsiig is vaii de lever. Ilypolbieiisch, 
zou locale prodeictie van &W, op plaaxsei~ waar heil Iicl.iaaun word1 bloolgcslelcl R G I ~ I Y  
bacteriëiai, een meer directe ei? locale reactie op baeleriele toxineil kuiliien iiicIuccre~.i. 
I let rnaagdarinkanad vor-int bij iiitsilek een plaats waar Iïct Iiclraarn wordt bliooeyeslelid 
aan bacteriEit, dle, onder pathologische omstandighedeti, het lichaaiii ibinilieiildrii~gm. 
Dil heefl ons erkoe gebracht de locale productie van LBP 111 dc darin Ie bcsltlidercn 
(Hoofdstuk 2 ) .  Ilurnane darmepitheelcellm bleken LBP te produceren en ui t  i e  
scheiden. In deze sttidlile onderzochien we tevens de productie van Ijer acute Iase eiwit, 
serilm amyloid A (SAA), door dar~nepitJicelccllen. Idoewel de prilmire 1'~1irctic van  
SAA nog grotendeels onbegreperi is, bleek wit voorgaand onderzoek dat SAP, 
betrokken is bij het sturen van lipoproteïnen i-iaar cellel1 van liet ii?uinti~~~isyst@ein en 
daarmee naar de localie van onilsteking 65). De xei&cheidhg van LBP en 3AA door 
darrncpitl~eclaellen bleek sterk toe te nemen in aaimwengheid van de proinfiammaloir 
cytokinen TNF-a, 111-6 eir Il- l p. Deze door cybkineni gemedieerde uitscheiding van 
LBP en SAA nam verder toe onder invloed van gluco~orticoiden. Geconstateerd werd 
dat ei~dafoxioen zeli geen effect hebben op de uitscheiding van LBP en SAA door 
dannepitheelceJlea~. De capaciteit van darmepitheel om LPSP en SAA uit te scheiden 
sriggereert een bclangrike rol voor d e x  cellen in de acute fase response en in de 
Jlocale verkdiging van de darm tegen 'biacteriele towirwn. 
'Vervulgeris, hebben we de polariteit van de LBP uitscheiding door darmepitheelcellen 
bestudeerd (Hoofdstuk 3). Ongestimuleerde cellen bleken LBP uitduitei~d naar de 
apicale zijde uit te scheiden. Deze apicale uitscheiding va13 LBP nam duidelijk toe 
indien hel apicale celopperwiak werd blootgesteld aan pro-inflammataire cytakimen. 
Indie11 de cellen echter aan de basolaterale zijde werden blootgesteld aan cytokinen, 
werd b i o l ~ g i s ~ h  actief LDP eiitgescheiden naar zowel de apmcale als de basohterale 
zijde. De aanwezigheid vati cytokinen verhoogde weneens de uitscheiding van 3AA 
naar beide celpolen, terwijl de uitscheiding van de negatieve acute fase eiwitten apilpoA- 
I en apoB sterk werd gereduceerd. In deze studie toondeni wc bovendien aan dat LBP 
~nitsluitend van de basol~uterale zijde naar de apicale zijde van darmepitheelcellen 
wondt getransporteerd. Olvereeiakomstig deze in vitro resultaten, bleek de 
aaiiwezigheid van LBP in de darmm~lcus van muizen sterk toe te nemen na 
ia~traperitoneale toediening van ei~dotoxii~en. Tesainen impliceren deze gegevens dat 
LEP aanwezig is op het apicale oppervlak van de dammucosa, waarvoor zowel 
uilsciaicidiilg van door darnriepitheel geproduceerd LBP als transport van LBP door hal 
darmcpitheel verantwoordelijk kunnen zijn. Daarnaast toont deze studie dat tijdens een 
acute fase response LBP eveneens naar de basolateralle zijde van het epitheel wordt 
uitgescheiden. 
Br zijn diverse st~tdies beschreven in de literatuur die aacironen dat LBP cn 
lipaproteïneri een gezasnetllijke functie vervullen in het verminderen van de 
schadelijke effecten van bacteïlele toxiinen. Een van deze studies beschrijfb de binding 
van LBP aan apoh-l bevattende lipoproteïnen in het plasma van gezonde personen (6). 
Een dergelijke associalic van LBP met Iipogroteïl~en zou een rol kunnen spelen in hel 
airselradelijk maken van 'biacleriEle toxiricla. Echter, de enorme afilailze van -oA-8: en 
HDL coiicciitraries (7 ,  X) die vergezeld gaal rnet een sterke toenarme van de LEP 
coilcetitratie Ii,jdlens ei~dotoxinemic: li~kt iii tegenspraak inet een dergelijke 
coöperailieve fiiiictie. Er zijn sterke aanwijzi~igei~ dat I,DL en VLDL, waarvan de 
circ~uleretide colïcentraties in vlergelijking met IdUL relatief hoog bllijveiï tijdens een 
o~~tstekingsreactie, een esscïitiEle rol vervilllen bij de overleving van bacteriBle 
ii~rcclies (9). Dit lrccft otis ertoe gebracht de interactie tussen LEP en LDL eia VLDL te 
bestitideren (l-loofdstuk 4)l. Door l ip~prote ïne~~ te scheiden middels agarhsose 
electrolbnese, gevolgd door Western blot analyse van LBP en apolipopraicï~nen, 
votudei~ wc sterke aarrwijzitlgcnz voor de binding varnu LBiP aan apo5 bevattende 
lipoproreïr~eoi In de circulatie. Biitdlng van LBP aan apoA-I danwel apo.4-l bevattende 
lipaproteïrucn was daarentegen niet aalitoonbaar i11 sterurn. In overeenstemming met 
deze bevindingen, bleek dat LPS, na incubatie met serniriz, co-lokaliseert met LBP en 
apoB, hetgeci~ irnplùceert dat zowel LEF als LPS, iildien aanwezig, in de circulatie 
vciornarneli.jk gebonden zijn aan LDL en VLDL. Ook kwantitatieve experimenten 
toonden een sterke interactie tussen LBP en geïsoieerd LUL en VLDE. Bovxïrdisii 
bleek uit deze studie datde bindiizg van LBP aan LDlL en VLDL iasulteert in een sterk 
toegenomen LPS bindinescapaciteit van deze lipoprote"r~ieir. 
Deze EBP geinedieerde binding van LP5 aam lipoproteï~zen is rnet name van belang 
tijdlens een infeetie. Daarom heblx11 we de associatie van LBP eim LIJS ii~et 
Ilipoproteineti bestudeerd iii heit senian vmi septische patiënten. Ook in dit septische 
seru~m, met hoge concentraties LBP en een sterk veranderd lipoprateï~~en speetrurtl, 
was LBF voornamelijk gebonden adli LDL en VLDL. Een geringe 1.ioei~eelhelrl LBP 
bleek echter niet gebonden aan lipoproteben te ciiiculerei~. Iri overee~iste~mmirig rihet 
deze resultaten constateerden we dat ook &PS voornainelijk gebot?dei~ Is nali LDL elii 
VLDL in het serum van septische patiënten 
ApoB bleek een component van LDL en YLDL te zijn met een Eioge caffiiilteii voor 
LBP. Hoewel LBP eveneens kan binden aan npoA-I, is de afjjniteit van LBP voor 
apoB tien keer hoger dan voos apoA-l. 
De resultaten van deze studies impliceren dat LBP als een coii~piex rnet LDL en 
VLDL circuleei-t. ApoB functioneert daarbij als bindingsplaats voor LDP op LDL cri 
VLDL, van waaruit CBP de binding wan LPS at deze lipoproteïnen verhoogi. Deze 
resultaterr benadrukken bovendien een belangrijke rol voor LBP-1,DLJYLLSL 
complexen in het wegvangen van toxinen, in de circulatie. 
De observatie dat LEP wordt uitgescheiden door darmepitl.ieel, tesarneit met de 
observatie dat LBP in de circulatie bindt aan de apoB bevatterade IipoproteYneri VLDL 
en LDL en daarmee de CPS Ibindingscapaciteit van deze lipoproteïnen verhoogd, l-ieefl 
011s er toe gebracht te bestuclere~~ of er een soortgelijke iiileractie is tussen I,BP en 
~hylornicrorien. Chylornicronen bewakterz eveneens apoB en worden pastpracidiaal 
uitgescheiden door de dam.  Voorgaande studies toondenr aan dat chylomicr~lien 
beschermen tegen ontslekingsreacties geinduceerd door eiidotaxinen e11 dat daardoor 
de overleving vaia endotoxinemie itoeiieernt in muizen ( l  O, 11). Uit onze studie bleek 
LBP Ie binden aan chyhomicronen, hetgeen een dosisafiaiikelijke toename wan de 
biildiilg van LPS aan chylloinicronen tot gevolg had (Hoofdstuk 5). Bovendien rooazden 
we aan! dat deze LBP gemedieesde binding van LPS aan chylornicsonen de activiteit 
van toxinen remt, blijkens verunii~derde cy7okineal secretire door I%BMC_. Indienr de 
postprandiale concentratie cl~ylornicroiieru werd vergeleketa niet circulerende 
concentsaties LDL, VLDL en HDL, bleek de LPS nnactlvesende capaciteit wein 
chylornicronien grater te zijn dan die van de andere lipopro2eïrien. Boveïidien blckcia 
chylomlcroncni it-i aanwezigheid van LBP eveneens in slaat L'SA, alkonwlig van gram- 
positieve bactelien, te inactiveren. 
Recent onderzoek toonde aan dat darmepitheel endotoxinen opneemt iiit de circulatie 
en uitscheidt: in l.iet darmlurnen (129. Deze gegevens suggereren dat darincpitlueel 
betrokkeia is bij de klaring var1 bacterieie toxinen. Naar aanleiding van deze studie ei1 
anze voorgaande resultaten hebben we bestudeerd of de binding van LPS aan LBP- 
cliylomicron complexei? aan de basolaterale zijde van liet darmepitheel van iii~loed is 
op de klaring van LPS door deze celileiz. Het tratisposi wan I,PS van de basolaterale 
naar de apicale zi-ide van Caco-2 cellen bleek duidelijk verhoogd te worden door de 
aanwezigheld van chylomicronen. Dit transpon werd verder verli~oogd indie11 naast 
chylomicronmeti eveneens LBP aanwezig was aan de basolaterale zijde (Figuur 5, 
EIoofdstLk 31). Deze resultaten implnseren dat naast een mogelijke rol voor LBP- 
erhylomicron complexen in de inactlvatie van bacteriele toxinen, deze complexen 
tevens. eeiz rol kunnen spelen in de klaring van bacteriele toxinen door het 
darn?cpitl-ueel. 
Sarrsepivat~ei~d tooi~den der resultaten van de studies, tot dusver beschreven, dat LBP 
mn chylomicronen bindt cn daarmee chylcirnicroncn in staaf stelt wel en grote 
hoeweclheden bacteriële toxinen re biindeti, te inactiveren en te klaren. Wij 
vereïre>nderste!len daL een dergelijke functie van LBP-chylomicron c0mplexer.u een rol 
van betekenis kan zijli in de systemische circulatie. Daarnaast hypothetiseren wij dar 
deze Iurictie van LBP-cbyloinicron complexen eveneens deel kan uitmaken van de 
locale verdcdigingsinechanisme~x vaiz de d a m  tegen getransloceerde bacteriEle 
toxineli, geziai het feit beide, LBP en chylomicronen, worden iiitgescheidem door het 
dat-mcpithe¢l. Eet1 dcargelij,k mechanisme imnpliceen dat toediening valx orale voeding 
een natuiirlijke mailiet- is om de aanzwezigheid vani toxinen neutraliserende en klarende 
chy1omicronei.i te verhogen En de circulatie en belangrijker iiog, in de si*brniucosa en 
Iymfevata~ van de darm. 
Het is bekend dat een vetrijke voedii-ig de secretie van chylornicronerz i11 een vroege 
postprandiale fase verhoogt eai, in een latere fase, de secretie van VLDL door de lever 
verluoogn. klypoitheilisch zou de postpraizdiale Eoeniamc van deze IipoproteYneii de 
capaciteit van hel lichaam om bacteriële toxinen te inactiveren en Ze klaren verhogen. 
Inactivatie van toxinen voorkomt het vri.jkomen wan onsiekingsrnedlatore13 en daarmee 
schade aan de darmbarriiere door deze medialoren of de toxinen zelf" Deze liypothese 
hebben we geëvalueerd door het effect van een vetrijke voeding op eirdotoxin~emie en 
bacteriële tranislacatie te bestuderen in een proefdier inadel waarin ratten een niet- 
Icthale hcinorrhagische shock ondergaan (H~ofstuk 4). De toegenomen concentratie 
~riacylglycei-01 en apoB iiz de circ~ilatle geïtzduccerd door deze vetrijke voeding, bleek 
in dit model gepaard ic gaan met een verminderde concentralie circulerende 
endotoxinerr eia rniizder bacteriële trarzslocatie. Concluderend, toont deze studie aan dat 
een eeiivo~idige cri korte vaedingsinterveiitic vlak voor en na een hemonrkiagischc 
shock. resulteert in een verbeterde dambarribre f~iiwtie. 
Vervolgei-is hebben we naar condities gezocht die de niitscheiding van Lipoprotel~~eili 
door dc dar111 verder kuli~ncia verhogeti tijdens een acute fase response. Otsidst 
verot.idersield wordt clal Y'r>slatidylcll~olii~e (PC) van essentieel belang is voor de 
prc~diiclie ei1 ~iilsclieiclri~g vati lipoprolelirem-i door de danii (L3, 14, PS), liebben we het 
cfict van PC op de :~polipnprateïnen secretre door eriterocyten bestudeerd, aizdes 
iicri.rniilc en iaillanzmatoire omstai~dîgheden (Hoolilstuk 7). De resuIraten van deze 
silidie fonen dal de apicale aaniwetigheid w a n  lyso-fusF~'ratidylc11o1ine (L-PC) de 
apulipo~"atcïi1en secretie in  vitio verliouyd. Ook in; vivo, resulteerde de orale 
toedleriirag van FC cuati gezotide ratteti in een sigi~ificat~te toetlame van de circulerende 
comccnzlraiic apciB. l'oevoeging van PC aan een ~ametistelling van andere 
voedingscoinpcrrile~~~e~i had eeii additief effect op de uitscl-ieiding vali apolipoproteuz-ien 
door darmepitl~eelcelleil iii vitro. Cytokiiien hebben een siterk reminend effect op de 
secretie va11 :apolil_aoprate'ia~en door eiuterocyieri. Toediei~ii~g van PC deed dit 
reaiimnei~de efSecf. van cytcakineili volledig leiliet ei1 verhoogde de apcalipoproaeï~~eiz 
secretie doof de darm onder deze acute fase condities zelfs tot gelijke l-ioeveelheden als 
itirgescheideri i i i  iafivezigheid van cytokinen. De resultaikci~ verkregen uil deze studie 
suggereren dat eritcrale boedieniiig van PC de intestinale lipoproteïnen secretie 
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verl~aogd tijldens infecties. De aanwezigheid van So~slnlipidcil i i i  lict durinlriiiien 
afkumstig uit de gal en uit de voeding is sterk gereduceerd Eïij erarslig ziek pldriEn1er-i 
( l  6>, hetgeen de effectiviteit \jan orale toedieniiig van PC oilder deze omstaindiglzederi 
waarschijnlijk maakt. Wi-j veronderstellen dat PC gei~icdieerde secretie knri 
iipoproteïnen door cnteracyileii de detoxificatie van bucE~erlCle itoxlneii zal verhogen op 
een plek waas bacterieai het lichaam blnirendringen en dat daardoor de Localie cclnade 
aan de darm m de systernische patliologisclie gevolgen vali deze bacteriihi en liun 
toxinen beperkt wordei?. 
Discussie 
En dit proefschrift wordt de u~tscheidii~g vaia LBP door dair~iiepitlaeelcelleci beccl-ireveii. 
Deze iuitscheidling is dn~ideli.jk toegenomemi tijdei~s een acute i'ase reactie. LBLJ kan 
zowel naar de basolaterale als tiaar de apicale zijde va11 Tïet d~rinepiiheel ilaordctn 
uitgescheiden. Ontstehcingsprocesset~ spelen zich aarr beide palen vali het damrepiliIncel 
af. Er zuil diverse Fuiicties van LBP beschreveli iii de literaiir~~r~ dic toep:asba;ir zij11 op 
processen die zich afspelei1 aai1 de apicale zijde val1 het darnrepithecl onder zowel 
gezonde als pathologische oinstandighedeii. Apicaal uitgescheiden LBP ïegulue~l 
mogelijk de functie van andere cellen i11 dc oi.ngeving van Itez dari~~epitl-ieel. 
Bovendien volgde uit een recente studie sreke aanwijzirrgci~ voor ceir rol voor LBP iir 
de scquesnratie van gram-i~cgarieve bacterien. 11-1 deöe studie werd gecom~stailcerd c2a1 
inireperitoiieale toediening van bacleriëri goed getolereerd word door nild type 
iiluiizen. terwijl dit iai LRP ki-iock-out unuazen een ongecontroleerde vcri~ienigvlildigiilg 
en verspreiding vaii bactei-iëii tot gevolg hacl (4). Bovel~dien, reduceert li-itrapesltoneele 
tocdieiiing vali LBP de tnosialitcit geïinduceerd door eïiidntoxinen en bacteridil in 
muizen (3). In het licht vaii deze capaciteiten vati 1,EP, is het riaogclijk dal apicaal 
uitgescheideii LBP bijdraagt aan de barrière iknctie van de darn~i legeli. bactcriliC-ar cri 
toxiilen door een veiminderii~g van bacteriele t sans loc at ie. 
Basolateraal uitgescl-ieiden LEP speelt mogelijk een rol i i i  de alweer iegeir 
endotoxinen die aanwezig zij13 in de suibepitheliale rviinte oiidcr orilstandighede~i 
waarin een verstoorde integriteit van de dam~iiinucosa resulrcerl iii een loegeiiomeil 
permeabiliteit. lleze afuieer bestaal mogcl~jk uit ecn toei~srne vaia cle klaring vut1 
bacteriële toxiiaeiï uit de s~libepitheliale nnurnie, gezien de restulietcii vaii oiaze clcadie die 
aantoiien dat LBP het trarisport van 1,PS var1 de basolatcrale naar de apiciilc ~ i j d c  vuol 
darmepitheel veilroogd in aanweziglaeid vat? clayloiplicroneia. Alhoewel vcruolgstudies 
i~odig zijn om dit fenmmeen te besiudeïen, liyl-rotl-ietisercn wnj dat co-transpcyrz van I.PS 
geboiider-i aan LW-crhylornicroii coniiplexen door Y~ei dariitepilhcel een ~aiogcliili 
mechaitisrne is voor LPS Yclariiiig door de darm. 
Daarnaast d r a a ~  basolateraal wrtgesclieidesi LBP irnog~lî~ik b-i afiri dc in~ractlvatic van, 
endotaxitieii duc~r ilpopra.teïi~etr. LDP i~itgcsclzeider~ door de darin werkt ctaarbi'i 
mageli-ik sainen inet circiulerei~de lipoprote'inen, in het bijzoiader LDL cn VL131,. LUI9 
is echter eveneens in staat te biii-idem aai1 cliyloïri~croriei~, waardoor cle LIJS 
inactiverei-ide capaciteit van chylomicroiien srerk toeneemt. Irr dit kadcr lukt Irct 
rnogelijk dat LDP, geproduceerd door de dann, samenwerkt mei chylomici-or~en, ein 
daainmee een lokaal werdedigi~igc~nechat~isme van de dan11 vorn-it tegen bacteri&lc 
toxmrreiz. 
Hoewel we hypotheticeretl dat de locale productie van LBP in de b onderdeel 
rti~maakt van d s  natuurlijke verdedighg van de darm tegen schade geinduceerd daar 
bactciihile toxinen, is het op basis van de in dit prolefschrift beschreven studies met 
mlogelrjk uit te sluitten d d  LBP, uitgescheilden door de &m, cellen in de omgeving 
gevoeliger maakt voor bacteriii4le toxinen. Met name tijdens een ontstebngsreacbje, 
wansreer de expressie wan receptoren voor bacterilele toxinen, TLR en CD14, door 
damepitheel en cellen van het immuunsy~teem verhciogd is (Z'S, 18) en bovendien de 
uitschcjdirig van intestinale lipoprotelinen verlaagd is, bestaat de mogelijktreid dat de 
aanwezigheid van CBP resulteert in een toegenomen cel activatie en daamnee bijdraagt 
aan de schade die het gevolg is van een overmatige pro-ilzflarnmatoire reactie. Om de 
precieze functie van LBP in de darm te definiëren, zi$n verivolgstudies vereist, 
bijvoorbeeld studies waarin gebruik gemaakt wordt van LiBP kizock-out muizen of 
door ioediening van LBP blokkerende factoren in het darmlurnen. Doveildien, dient de 
L&IJ secretie door de gezonde en zieke humane d a m  nog te worden, vastgesteld. 
Op basis van onze bevindingen speculeren wij dat complexen van L,BP en 
lipoproteïnen essentieel zijn voor een snelle inacthatie en klaring vaii bacteriiele 
toxinen die doos een falende darrnbasrière naar binnen zijn gelekt. Warris e.a. 
constateerden dat preincubatie van LPS met postpaandiaal bloed essentieel is voor 
inhibitic van de afweerreactie door endogene lipoproteïnen geproduceerd in respons op 
voeding ( 19). Wij verondersteIJen echter dar endogene lipoproteïnen uitgeseheideiz 
door de d a m  de mogelijkheid hebben een interactie aan te gaan met baderiEle toxiiuen 
in de submucasa van de darm en in de lymfewaten, en daarmee voorkomen dat actieve 
toxinen de clreulaîie bereiken. Het behoud van functie en structuur van de 
darininucosa is essentieel om een, dergelijke afweer f i c t i e  la bewerkstelligen. Onder 
de pathologische omstandigheden waarbij bacteriële toxinen naar binnen lekken 
ontbreekt vaak echter de factor die essentieel 6s voor Iiandhavnng vair de mucosale 
integrhteit en secretie van chylomicronen, namelijk orale voeding. Bovendien resulteei-t 
vasten en TPN in een afname van de mucosa massa, waardoor er minder celleri zijn die 
LBP en cPzylornicroiuen kunaien produceren. In dit proefschrift wordt besclweven dat 
een vetrijke enterale voeding endotoxemie ei1 bacteriële trmslocatie rmlzder deze 
pathologische onistsandig11edea.i red~ieeeirt. Bovermdien vonden we sterke aanwijzingen 
dan PC de secrelie vsrn lipoproteïnen door de d a m  verhoogd onder pro-iiiúlsarnmatoire 
oanst;ii~dighcden. 
De secratie van 1-BP door de durnn en de samenwerking tussen LBP en chylomicronen 
in tie i~zaclivatie van baclesiCle toxinen, raals besclrreven in dit proefschrifi, 
verlegeriwoordigt een polenticel natuurlijk afweer mechanisme van het lichaam. De 
resultaten vael de beschreven studies kunnen als basis dienen voor de ontxvikkelin~~g 
vaii nieuwe therapeutische strategieëi~ die tot doel hebben sepsis te voorkomen, 
biivooibeeid bi.j patiënten die complexe chirurgische ingrepen moeten ondergaan. De 
resiiltaten benadrukkeii het belang van toedieniirg van eruterale voeding voor het 
behoud van dit potentiele verdedigingsnaecEuanisn~e n schept daarmee een nieuw licht 
op l.zet huidige nog wijd toegepaste 'liiets per os-eleid bij patienten die complexe 
chirurgische ingrepeii ondergaan, biJ ernstig zieke neioiiateti en in de acute fase van 
rnetiingococcen sepsis. 
